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© Dispositif permettant I'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un gel. 



© L'invention concerne un masque rigide destine au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un ou plusieurs 
liquide(s) sur un gel (de surface totale Sg) selon une ou plusieurs zone(s) determinee(s) du gel, ci-apres 
designee(s) par "surface d'incubation Si", ce masque comportant : 

• une surface superieure notamment plane et une surface inferieure notamment plane, notamment sensible- 
ment paralleles entre elles, 

- au moins un orifice destine a permettre le depot et Tetalement du liquide sur la surface d'incubation Si du 
gel, et 

- au moins une fente traversant le masque sur la totalite de son epaisseur et destinee a permettre le retrait 
de I'exces de liquide present sur la surface d'incubation Si du gel, 

la surface inferieure du masque etant destinee a etre deposee a proxtmite de la surface Sg du gel, dans des 
conditions telles que la surface inferieure du masque ne soit pas en contact avec la surface d'incubation Si. 
Application a la revelation de gel soumis prealablement a I'electrophorese de proteines. 
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L'invention concerne un dispositif permettant I'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un gel, notam- 
ment gel d'electrophorese ou d'immunofixation. 

L'invention concerne egalement un procede mettant en oeuvre le susdit dispositif. 

Les techniques d'electrophorese ou d'immunofixation sont habituellement suivies, apres la migration, 
5 d'une etape d'incubation du gel avec un reactif pour mettre en evidence et eventueliement quantifier les 
fractions proteiques separees tors de I'electrophorese. 

Le cas le plus classique est la coloration de I'ensemble de fractions proteiques separees par 
electrophorese au moyen d'un colorant venant se fixer specifiquement sur celles-ci. Dans ce cas, le reactif 
utilise (le colorant) est un produit generalement bon marche dont on peut preparer une solution en quantite 
w suffisante pour y immerger totalement le gel. 

Cependant, cette methode n'est pas envisageable dans le cas ou il est necessaire d'utiliser de faibles 
quantites de reactif, lorsqu'il s'agit d'un reactif couteux, ou lorsque sur un meme gel, on veut realiser des 
incubations sur des zones discretes avec des reactifs differents. 

Ces eventualites concement par exemple le dosage des isoenzymes contenues dans un serum 
75 (isoLDH, isoCK, isophosphatase) ou I'on incube le gel avec un substrat (produit coOteux) de ces enzymes 
aboutissant a la formation d'un produit colore ou fluorescent qui permette la quantification par densitome- 
trie. 

Le cas ou il est necessaire d'effectuer, sur un meme gel, des incubations avec des reactifs differents 
est constitue par exemple par I'immunofixation ou differentes zones discretes du gel doivent etre incubees 
20 avec differents antiserums de specificite differente (reactif couteux) et un fixateur de proteines. 
Dans tous ces cas, on cherche a utiliser une quantite minimum de reactif. 

Dans la mise en oeuvre des procedes cites ci-dessus, on impregne une feuille de papier filtre 
decoupee a la dimension du gel, avec une quantite juste necessaire de reactif pour qu'elle soit entierement 
humidifiee et on I'applique ensuite sur la surface du gel. 
25 Dans le cas ou differents reactifs sont eventueliement utilises sur des zones distinctes d'un meme gel, 
on decoupe autant de bandes de papier filtre que de zones a recouvrir par les differents reactifs, on 
impregne ces differentes bandes des differents reactifs avant de les appliquer sur les differentes zones ou 
Tincubation doit avoir lieu. 

Ce procede presente un certain nombre d'inconvenients. II faut en effet eviter d'emprisonner des bulles 
30 d'air entre le gel et la feuille de papier filtre impregnee de reactif, car, au niveau des bulles d'air, la reaction 
n'aurait pas lieu par defaut de reactif sur le gel. Le papier etant opaque, il est parfois difficile de detecter ta 
presence de ces bulles d'air. 

Par ailleurs, pendant la reaction d'incubation, une partie des proteines que Ton veut reveler peut 
s'adsorber sur le papier, ou plus simplement s'absorber par pompage sur ce dernier. 
35 Si un temps d'incubation prolonge est necessaire (30' a 1 heure), ce phenomene s'accentue du fait 
que, au cours de Tincubation, se produit une evaporation a partir de la surface libre du papier. Celui-ci 
ayant tendance, par capillarite, a conserver un taux d'humidification constant, il se cree un flux de liquide, 
du gel vers le papier, avec entraTnement des fractions proteiques a doser initialement contenues dans le 
gel. Ceci entraTne une perte de sensibilite de la revelation sur le gel et cette absorption n'etant pas 
40 forcement homogene, la quantification par densitometrie des fractions revelees presente des risques 
d'erreurs. 

De plus, et surtout, ce procede est manuel et tres laborieux et done difficile a mettre en oeuvre en 
analyse clinique de routine, et, en pratique courante, est abandonne. 

Un autre procede egalement utilise consiste a utiliser un masque constitue d'une feuille de plastique 
45 souple, de preference de nature hydrophobe, ayant approximativement le meme contour exterieur que le 
gel et presentant une ou plusieurs ouverture(s) independante(s) de forme rectangulaire. Ce masque, une 
fois applique sur le gel, delimite la ou les zones destinees a recevoir le ou les reactifs. 

L'utilisation d'un tel masque presente egalement un certain nombre d'inconvenients. 

Apres migration electrophoretique, il arrive frequemment qu'une partie de liquide exsude en surface du 
so gel. Cette exsudation est principalement creee par le flux d'electroendosmose. 

Avant d'appliquer le masque sur le gel, il est necessaire d'eliminer ce liquide en exces par un pompage 
au moyen d'un papier filtre fin, car, si du liquide est encore present sur le gel, il empeche d'assurer une 
bonne adherence du masque sur le gel, ainsi qu'une bonne etancheite a la peripherie de la ou des zone(s) 
delimitee(s). 

55 En plus de la manipulation supplementaire de pompage, le papier filtre risque d'entraTner une partie 
des proteines du gel et de fausser ie resultat. 

Par ailleurs, le gel ou les reactifs utilises peuvent, dans certains cas, contenir des agents tensioactifs 
qui vont faciliter I'insertion de liquide entre le gel et le masque et, dans ces conditions, meme apres 

2 

NSDOCID: <EP 052627 1A1J_> 



EP 0 526 271 A1 

elimination de I'exces de liquide qui a exsude du gel en fin de migration, ie masque risque de ne pas 
assurer Petancheite requise. 

Avec ce type de masque, il est important que la totalite de la surface du masque soit parfaitement 
appliquee sur le gel. II faut eviter d'emprisonner des bulles d'air entre le gel et le masque plastique lors de 
5 son positionnement sur le gel. Dans le cas contraire, on risque d'avoir soit une fuite de reactif sous le 
masque, soit un melange de reactifs adjacents. 

La presente invention a pour objet de proposer un dispositif qui remedie en grande partie aux 
inconvenients precedents. 

La presente invention a pour objet un dispositif permettant le depot, Petalement et Pincubation d'un 
w reactif sur un gel, dans lequel on utilise des quantites de reactif du meme ordre de grandeur que les 
dispositifs classiques, le dispositif de I'invention etant cependant depourvu des inconvenients des dispositifs 
classiques. 

La presente invention a egalement pour objet de proposer un dispositif permettant le depot, regalement 
et Pincubation d'un reactif sur un gel, dans lequel on peut incuber des zones differentes avec des reactifs 
75 respectivement differents, sans qu'il y ait melange de reactifs. 

La presente invention a pour but de proposer un dispositif permettant le depot, I'etalement et 
Pincubation d'un reactif sur un gel, dans lequel les manipulations sont limitees au minimum. 

La presente invention a pour objet de proposer un dispositif de depot, d'etalement et d'incubation d'un 
reactif sur un gel, permettant d'obtenir des resultats exacts quant a la quantification des substances 
20 fractionnees dans le gel. 

La presente invention a pour objet de proposer un dispositif de depot, d'etalement et d'incubation d'un 
reactif sur un gel, susceptible d'etre automatise. 

L'invention a done pour objet un masque rigide destine au depot, a Petalement et a Pincubation d'un ou 
plusieurs liquide(s) sur un gel (de surface totale Sg) selon une ou plusieurs zone(s) determinee(s) du gel, 
25 ci-apres designee(s) par "surface d'incubation Si", ce masque comportant : 

- une surface superieure et une surface inferieure, la distance separant la surface inferieure et la 
surface superieure constituant Pepaisseur du masque, 

- au moins un orifice destine a permettre le depot et I'etalement du liquide sur la surface d'incubation 
Si du gel, et constitue par un evidement traversant le masque sur la totalite de son epaisseur, et/ou 

30 - au moins une fente traversant le masque sur la totalite de son epaisseur et destinee a permettre le 
retrait de I'exces de liquide present sur la surface d'incubation Si du gel, cette fente etant situee dans 
la partie du masque dont la projection se trouve soit dans la surface d'incubation Si, soit en dehors de 
la surface d'incubation Si, 

la surface inferieure du masque etant destinee a etre deposee a proximite de la surface Sg du gel, dans 
35 des conditions telies que la surface inferieure du masque ne soit pas en contact avec la surface 
d'incubation Si, cette surface inferieure etant en outre telle qu'elle ne comporte, sur au moins une partie 
d'elle-meme designee par Sm, aucune irregularite a sa surface susceptible d'etre un obstacle a I'etalement 
du liquide sur la surface d'incubation Si, la surface Sm etant delimitee par rapport au reste de la surface 
inferieure, de telle sorte que le liquide ne puisse s'etaler que sur la surface Si du gel en projection de Sm, 
40 cette projection de Sm sur le gel etant superieure ou egale a la surface d'incubation Si du gel. 

L'invention permet avantageusement de placer le masque au dessus du gel comportant la ou les 
surfaces d'incubation. Elle permet aussi de placer le masque au dessous du gel d'incubation. Dans chaque 
cas, la surface de depot, d'etalement et d'incubation des reactifs sur le gel est situee a proximite de la 
surface inferieure du masque, cette derniere n'etant toutefois pas en contact avec la surface d'incubation Si. 
45 Le liquide est generalement le reactif destine a reveler les proteines qui ont prealablement ete 
deposees sur le gel. Le reactif est introduit par Pevidement defini ci-dessus, que Pon designera egalement 
par "orifice de depot". 

La surface d'incubation Si est la zone du gel qu'il est imperatif de recouvrir avec le (ou les) reactif(s) 
pour que la revelation des proteines se fasse. On designe par Li la longueur de la surface d'incubation, 
so e'est-a-dire la dimension de la surface d'incubation parallele a la direction de migration electrophoretique. 

Dans le cas d'un seul reactif, Si peut etre egal a la surface Sg ou bien Si peut etre une partie de Sg 
incluant neanmoins Pensemble des pistes de migration, e'est-a-dire les zones du gel ou les separations 
electrophoretiques se sont produites. 

II faut cependant noter que la zone effectivement recouverte par le reactif peut etre superieure a la 
55 surface St (cf. Figure 6f). 

Dans le cas de I'incubation avec des reactifs differents, ou eventuellement avec un meme reactif, mais 
sur des zones distinctes du gel incluant par exemple chacune des differentes pistes de migration, on definit 
la surface d'incubation par Sh, Si 2 , Si n , n etant un nombre entier egal ou supe>ieur a 2. 
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On designe par M Sm" la surface inferieure utile clu masque, qui ne presente aucune irregularite a sa 
surface susceptible de constituer un obstacle a I'etalement du reactif sur la surface d'incubation Si, et 
notamment ni asperite concave, ni asperite convexe, c'est-a-dire une surface sans arete, ni decrochement, 
qui serait susceptible d'empecher le reactif de s'etaler sur la surface Si, cette surface Sm etant plane ou 
5 incurvee ou comporte des elements plans ou incurves. 

La surface Sm peut comporter la fente et I'orifice de depot definis ci-dessus. 

De fagon avantageuse, la surface Sm est plane ou incurvee, notamment cylindrique, de grand rayon par 
rapport aux dimensions de Si. 

La surface Sm peut egalement etre composee de facettes elementaires, planes ou incurvees, notam- 
10 ment cylindriques, raccordees entre elles, ces differentes facettes, ainsi que leurs raccords, etant tels qu'il 
n*y a pas obstacle a I'etalement du liquide sur la surface d'incubation Si. 

La longueur Lm est la dimension de la surface Sm parallele a la direction de migration electrophoreti- 
que. La largeur de la surface Sm, dont question ci-apres, correspond a la dimension perpendiculaire a la 
longueur definie ci-dessus. 

75 Lorsque cette surface Sm presentant un evidement permettant le depot d'un reactif est positionnee a 
proximite de la surface d'un gel, elle doit permettre de maintenir par capillarite, entre elle-meme et la 
surface Si a incuber, un reactif introduit par I'evidement. 

Ce liquide depose peut ensuite s'etaler entre Sm et la surface du gel jusqu'a ce qu'il rencontre une 
discontinuity qui peut etre soit le bord du gel, soit le bord du masque, soit une rainure, soit un denivele 
20 concave, et qui delimite la surface Sm. 

Par etalement du liquide, on entend la progression ou deplacement du liquide sur la surface Si, due aux 
seules forces de capillarite (resultant de la proximite de la surface inferieure du masque et de la surface 
d'incubation Si) et eventuellement aux forces de gravite. 

Dans le cas ou plusieurs reactifs doivent etre etales, on definit les surfaces de masque par Smi , Sm 2 , 
25 Sm n , n etant un nombre entier egal ou superieur a 2. comme autant de surfaces planes, incurvees, 
notamment cylindriques, coplanaires, cocylindriques ou composees de facettes elementaires planes ou 
incurvees, notamment cylindriques, ces differentes facettes elementaires etant raccordees entre elles. 
Les surface Smi a Sm n sont delimitees par des deniveles concaves ou des rainures. 
En ce qui concerne la fente, elle peut etre situee dans le masque, de telle sorte que sa projection se 
30 trouve dans la surface d'incubation Si, on en dehors de la surface d'incubation Si, mais adjacente a Tun des 
bords de ladite surface d'incubation Si, ou adjacente a Tun des bords de la surface effectivement 
recouverte par le reactif. De fagon avantageuse, la fente est adjacente au bord de la surface Si oppose au 
voisinage de I'orifice de depot. 

La fente est avantageusement situee en dehors de la surface d'incubation Si. En effet, si elle est situee 
35 dans la surface d'incubation Si, il faut qu'elle ait des dimensions telles qu'elle ne soit pas susceptible d'etre 
un obstacle a I'etalement du liquide. Dans ces conditions, la fente est etroite (inferieure ou egale a environ 
1 mm) et permet de maintenir par capillarite un exces de reactif. 

La topographie de la surface superieure est un parametre qui peut varier. Cependant, la surface 
superieure est avantageusement plane. Dans la suite du texte, pour simplification de description, on 
40 considerera que la surface superieure est plane, et que la surface inferieure utile Sm, de longueur Lm 

- soit est sensiblement parallele a la surface superieure, 

- soit forme avec la surface superieure, lorsque celle-ci est utilisee horizontalement, un angle inferieur a 
environ 3 * , ou 

- soit est sensiblement parallele a la surface superieure sur une partie de sa longueur Lm et sur le 
45 reste de sa longueur Lm, dans le prolongement de la surface parallele, forme un angle avec la 

surface superieure, cet angle etant tel qu'il n'est pas susceptible d'empecher I'etalement du liquide 
sur la surface d'incubation Si. 
De fagon avantageuse, dans le troisieme cas evoque ci-dessus relatif a la position respective de la 
surface inferieure par rapport a la surface superieure, la surface inferieure est avantageusement sensible- 
50 ment parallele a la surface superieure sur une partie de sa longueur Lm qui correspond a la longueur de la 
surface d'incubation Li. Le prolongement de cette surface parallele par une partie formant un angle avec la 
surface superieure est avantageusement tel que Tangle entre la surface inferieure et le gel soit un angle 
aigu d'environ 1 0 a environ 90° , ce qui va favoriser I'elimination du reactif en exces, lorsque cet angle est 
au voisinage de la fente (cf. figure 6d). 
55 La surface Sm du masque peut egalement etre incurvee, avantageusement cylindrique. 

Quand la surface du masque est constitute par une surface cylindrique, il faut que son diametre soit 
superieur ou egal au carre de Li. 

Lorsque la surface cylindrique ne concerne qu'une fraction f de la longueur d'incubation Li, le diametre 



3NSD0CID: <EP 0526271 A1 I > 



EP 0 526 271 A1 



doit etre superieur ou egai au carre de la longueur fxLi. 

L'invention concerne egalement un masque destine au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un ou 
plusieurs liquides, dans lequel la surface inferieure du masque comporte au moins deux deniveles ou deux 
rainures, les deniveles ou rainures etant espaces les uns des autres pour delimiter au moins une partie du 

5 masque Sm, laquelle ne comporte aucune irregularite a sa surface, susceptible d'etre un obstacle a 
I'etalement du liquide sur une surface d'incubation Si, et dont la projection sur un gel est egale ou 
superieure a la surface d'incubation Si du gel sur laquelle le liquide peut etre etale, les deniveles et les 
rainures ayant une hauteur suffisante pour que le liquide puisse etre maintenu par capillarite sur la susdite 
surface d'incubation Si du gel. 

w Dans ce mode de realisation de I'invention, la partie Sm du masque n'est limitee ni par le bord du gel, 
ni par le bord du masque, mais par au moins deux deniveles ou deux rainures, qui ont une hauteur 
suffisante, et eventuellement une largeur suffisante, pour que le liquide puisse etre maintenu par capillarite 
sur la susdite surface d'incubation Si du gel et ne pas depasser les limites de la surface d'incubation Si du 
gel ou les limites de la projection de la surface Sm sur le gel. 

15 Les rainures peuvent traverser la totalite du masque, et on les designera par "rainures creuses". Pour 
que les rainures creuses maintiennent le liquide par capillarite, il faut que leurs dimensions soient telles 
qu'elles ne puissent pas servir de reservoir avec un rassemblement eventuel du liquide a I'interieur dudit 
reservoir, et done qu'elles aient avantageusement une largeur superieure ou egale a 2 mm, et une hauteur 
superieure ou egale a 0,2 mm, avantageusement 0,5 mm et de preference 1 mm. 

20 Les deniveles ou rainures encadrent une piste de migration et sont avantageusement rectilignes. 

En general, les pistes de migration ont la forme de bande rectangulaire, ayant par exemple les 
dimensions suivantes : longueur d'environ 10 mm a environ 100 mm, largeur d'environ 2 mm a environ 80 
mm. Lorsqu'une piste de migration est encadree par deux rainures, les deux autres bords de la piste de 
migration peuvent etre constitues par une partie de deux des bords du gel ou de deux des bords du 

25 masque, ou par deux autres rainures perpendiculaires aux deux autres rainures precedemment definies. 

Lorsqu'il y a plusieurs pistes de migration, celles-ci sont avantageusement telles que leurs bords de 
plus petite dimension sont dans un meme alignement. 

L'invention a egalement pour objet un masque destine au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un 
seul liquide comportant un seul evidement traversant le masque, destine a permettre le depot, I'etalement 

30 et I'incubation d'un seul liquide sur un gel selon une surface d'incubation Si du gel. 

Ce mode de realisation concerne le cas ou on veut deposer, etaler et incuber un seul liquide. 
Dans ce cas, on envisage un seul evidement pour effectuer le depot du liquide. 

Cet evidement peut avoir la forme d'une fente allongee, ayant par exemple les dimensions suivantes : 
longueur 50 mm, largeur 1,5 mm. 
35 L'invention concerne egalement un masque destine au depot, a I'etalement et a I'incubation 

- de plusieurs liquides sur un gel selon des surfaces d'incubation respectives Sii a Si n ou 

- d'un liquide sur un gel selon plusieurs surfaces d'incubation Sii a Si n . n variant de 2 a 50, 

ce masque etant tel que sa surface inferieure comporte des deniveles ou des rainures, les deniveles ou 
rainures etant espaces les uns des autres pour delimiter plusieurs parties du masque Smi a Sm n , n variant 

40 de 2 a 50, ne comportant aucune irregularite a leur surface, susceptible d'etre un obstacle a I'etalement du 
liquide sur les surfaces Sii a Si n , et dont la projection sur le gel est superieure ou egale aux surfaces 
d'incubation Sh a Si n du gel, sur lesquelles le liquide doit etre etale, les deniveles et les rainures ayant une 
hauteur suffisante pour que le liquide puisse etre maintenu par capillarite sur les susdites surfaces 
d'incubation Sii a Si n du gel. 

45 Ce cas correspond au depot de plusieurs liquides sur des surfaces d'incubation respectives ou d'un 
liquide sur plusieurs surfaces d'incubation Sii a Si n . 

Pour assurer le depot, I'etalement et I'incubation du liquide sur la surface Si, on peut envisager que 
I'orifice qui sert au depot ait un volume tel qu'il soit susceptible de constituer un reservoir presentant une 
capacite de retention du liquide en exces pour assurer I'etalement du liquide sur la surface d'incubation Si, 

50 meme si en cours d'incubation, une legere quantite de reactif s'est evaporee (cf. Figure 6a). 

On peut proceder autrement pour assurer le depot, I'etalement et I'incubation du liquide sur la surface 
d'incubation Si. En effet, si le gel et le masque sont maintenus sensiblement paralleles entre eux, il peut 
etre utile d'incliner I'ensemble gel et masque selon une rotation autour d'un axe sensiblement parallele a 
Tun des bords du gel ou a I'un des bords du masque, de telle sorte que le liquide descende par gravite en 

55 direction de la surface d'incubation Si qui doit etre recouverte (cf. Figure 6b). 

On peut egalement, afin d'assurer le depot, I'etalement et I'incubation du liquide, maintenir le gel en 
position sensiblement horizontal et incliner legerement le masque par rotation autour d'un axe parallele a 
I'un des bords du masque ou a I'un des bords du gel, et situe au voisinage du bord de la surface 
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d'incubation de telle sorte que la distance entre le gel et le masque au niveau de cet axe soit plus faible 
que la distance entre le gel et le masque dans la zone opposee a cet axe (cf. Figure 6c). 

Etant donne que les forces de capiliarite sont plus importantes au voisinage de cet axe, le liquide se 
repartit par capiliarite sur la surface d'incubation Si. 

5 L'invention a egalement pour objet un masque tel que decrit precedemment dans lequel I'onfice de 
depot a un volume tel qu'il est susceptible de constituer un reservoir presentant une capacite de retention 
du liquide en exces pour assurer I'etalement du liquide sur la surface d'incubation Si. 

Selon un mode de realisation du masque de l'invention, I'orifice de depot a une forme allongee ou une 
forme circulaire, de preference allongee et presente avantageusement une largeur d'environ 1 mm a 

70 environ 2 mm, notamment 1.5 mm, et une longueur d'environ 4 mm a environ 80 mm, notamment 5 mm. 

Selon un autre mode de realisation, i'evidement du masque est susceptible de contenir par capiliarite 
un volume de liquide au moins egal a V/10. V etant le volume existant entre la surface d'incubation Si et le 
masque, lorsque le masque et le gel sont positionnes respectivement Tun par rapport a r autre dans des 
conditions telles que le liquide depose dans I'evidement s'etale sur le gel. 

75 Selon un autre mode de realisation de l'invention, I'orifice de depot est situe au voisinage du milieu de 
la partie Sm du masque et a la forme d'une fente allongee, dont les dimensions sont telles qu'elle ne peut 
pas empecher le liquide de se deposer sur la surface d'incubation Si, et dont la longueur est avantageuse- 
ment la longueur de la surface d'incubation Si, la largeur avantageusement d'environ 1 mm a environ 2 
mm, cet orifice de depot etant egalement susceptible d'assurer la fonction de la fente destinee a permettre 

20 le retrait de I'exces de liquide qui est etale sur la surface Si. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, la fente destinee a permettre le retrait du liquide en 
exces est sensibiement parallele a la largeur de la surface d'incubation et est positionnee de fagon 
adjacente au bord de la surface d'incubation qui est oppose au voisinage de I'orifice de depot, et a 
avantageusement une largeur d'environ 1 mm a environ 4 mm, notamment 2 mm, et une longueur 

25 superieure ou egale a la largeur de la surface Si, et la surface peripherique interne de la fente est 
perpendiculaire a la surface du masque et de preference inclinee par rapport a la direction perpendiculaire 
de la surface du masque pour permettre la mise en contact directe des moyens permettant le retrait du 
liquide en exces avec ledit liquide en exces. 

Pour fixer les idees, I'inclinaison de la surface peripherique interne de la fente par rapport a la direction 

30 perpendiculaire a la surface du masque peut etre d'environ 30° . 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, I'epaisseur du masque est d'environ 1 mm a environ 
20 mm, notamment d'environ 2 mm a environ 10 mm, et les deniveles ont une hauteur au moins egale a 
0,2 mm, avantageusement d'environ 0,5 mm a environ 20 mm, ou les rainures ont une largeur suffisante 
pour que, pendant I'incubation, chaque liquide maintenu par capiliarite entre le masque et une surface 

35 d'incubation Si ne se melange pas avec les liquides maintenus dans les surfaces d'incubation qui sont 
directement adjacentes a Si, la largeur des rainures etant d'environ 1 mm a environ 10 mm. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, le masque comporte plusieurs parties Sm de 
masque, avantageusement d'environ 6 a environ 50, chacune des parties Sm comportant un orifice de 
depot, de preference situe dans la partie de Sm dont la projection sur le gel correspond a la partie 

40 anodique du gel, 

ce masque comportant une fente unique destinee a permettre le retrait de I'exces de liquide qui est etale 
sur les surfaces Si du gel, cette fente s'etendant de preference perpendiculairement par rapport a la plus 
grande des dimensions des parties Sm du masque, et etant de preference situee dans le masque a une 
position telle que sa projection soit dans la region cathodique du gel. 
45 Les parties Sm sont avantageusement constitutes par des rectangles, ayant par exemple une longueur 
superieure ou egale a environ 10 mm a environ 80 mm et une largeur d'environ 2 mm a environ 80 mm. 

L'invention a egalement pour objet un masque tel que decrit precedemment comportant une seule 
partie Sm, dont les dimensions sont superieures ou egates a celles de Si, 

et comportant au voisinage de Tune de ses extremites un evidement ayant une forme allongee, et dont la 
50 longueur correspond de preference a la largeur de la surface d'incubation Si et comportant egalement au 

voisinage de I'autre extremite, une fente destinee au retrait de I'exces de liquide, cette fente ayant 

avantageusement, comme longueur, au moins la largeur de Si. 

L'invention concerne egalement un masque comportant des moyens de positionnement du masque par 

rapport au gel tels que la distance minimum entre le gel et la partie Sm du masque soit superieure ou egale 
55 a 0,1 mm, et la valeur de la distance maximum soit d'environ 0,5 mm a environ 2 mm, notamment 1 mm. 

Ces moyens peuvent etre constitues par tout moyen de fixation, par exemple vis etc... On peut 

egalement envisager que le masque comporte, a sa peripheric des butees susceptibles de reposer sur le 

gel, ces butees etant positionnees et ayant des dimensions telles qu'il n'y ait pas de contact entre la partie 
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Sm du masque et la surface d'incubation Si. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, la surface superieure du masque et sa 
surface inferieure ne sont pas paralleles entre elles, mais torment un angle tel que, lorsque la surface 
superieure du masque est positionnee parallelement a la surface du gel, la distance minimum entre le gel 
5 et le masque soit superieure ou egale a environ 0,1 mm et ta valeur de la distance maximum soit d'environ 
0,5 mm a environ 2 mm, notamment 1 mm. 

^invention a aussi pour objet un masque realise de facon telle que I'orifice de depot et d'etalement du 
liquide coincide avec (est identique a) la fente destinee a permettre le retrait de I'exces de liquide. Cette 
realisation permet notamment d'envisager une automatisation plus aisee du dispositif de depot, d'etalement 
10 et d'incubation d'un ou plusieurs reactifs sur un gel. 

L'orifice de depot (orifice (1)) coTncidant dans ce mode de realisation avec la fente d'elimination des 
reactifs, est relie au moyen de tuyaux et d'une vanne multicanaux, aux differentes solutions de reactif a 
introduire ainsi qu'a un flacon "rejet" destine a recueillir les reactifs elimines. Ces solutions sont vehiculees 
dans un sens ou dans I'autre au moyen d'une pompe. 
75 Dans ces conditions la fente distincte de I'orifice (1), precedemment decrite et permettant apres la 
phase d'incubation, I'elimination du reactif par pompage au moyen d'un papier filtre introduit a ce niveau, 
n'est plus necessaire et est supprimee. 

Dans ces conditions I'orifice (1 ) peut avoir differentes formes, de preference avoir une forme circulaire 
de petit diametre avantageusement inferieur a 2mm et de preference inferieur a 1mm. 
20 Selon ce mode de realisation dans lequel I'orifice de depot sert egalement a eliminer les reactifs apres 
incubation, il est avantageux que : 

1) ia peripherie de I'orifice (1) soit la partie de la surface Sm du masque, susceptible d'etre en contact 
avec les diverses solutions de reactifs, qui soit la plus proche de la surface du gel sans toutefois venir a 
son contact (ecartement minimum superieur ou egal a 0,1mm) ; 
25 2) au fur et a mesure que Ton s'eloigne de cet orifice sur la surface Sm, que la distance gel masque 
augmente ou a la limite reste constante. 
Dans le cas ou le reactif introduit possede des forces de cohesion analogues a celles de I'eau la 
distance maximum entre la surface du gel et celle du masque ne doit pas exceder 2mm (cet ecartement 
maximum pouvant etre legerement augmente ou diminue si les forces de cohesion du liquide introduit sont 
30 respectivement augmentees ou diminuees). 

Etant donne la planeite du gel, les contraintes d'ecartement minimum de 0,1mm au niveau de I'orifice 
(1) et d'autre part d'ecartement maximum d'environ 2mm a ia peripherie de la zone d'incubation Si, 
definissent la forme de la surface Sm du masque qui se presente par exemple sous forme pyramidale 
centree ou excentree a base rectangulaire ou carree, ou encore sous forme d'une surface de revolution 
35 conique, centree ou excentree a base circulaire ou elliptique et dont le sommet correspond a I'orifice (1). 

Les angles au sommet de cette pyramide ou de cette surface de revolution conique dependent des 
dimensions de ia surface Si du gel a incuber. 

Par exemple pour une surface d'incubation circulaire de 90mm de diametre Tangle au sommet d'un 
masque ayant une surface Sm de forme conique centree a base circulaire doit se situer entre 175 et 179* . 
40 Dans ces conditions lors de Introduction d'un reactif amene a I'orifice (1) au moyen de tuyaux et d'une 
pompe, le liquide va se repartir a la surface du gel a partir de I'orifice (1), les contours successifs des 
zones du gel recouvertes par le reactif etant les courbes de niveau d'equidistance de la surface Sm par 
rapport a la surface du gel qui est maintenu en position horizontale. Dans le cas ou la surface du masque 
est une surface de revolution conique centree a base circulaire ce seront des cercles concentriques centres 
45 sur I'orifice (1). 

II convient d'introduire les differents reactifs exempts de bulle d'air (car a I'empiacement d'une bulle 
d'air le reactif n'etant pas en contact avec le gel I'incubation ne se ferait pas a ce niveau la) et a des debits 
suffisamment lents de I'ordre de (50 a 1000uJ/s) afin d'eviter d'endommager le gel en regard de I'orifice (1) 
par suite de I'application de pressions hydrauliques incompatibles avec la tenue mecanique du gel. 

50 Apres ia phase d'incubation on recupere le reactif par I'orifice (1) au moyen de la pompe. L'orifice (1) 
etant la surface sur la zone la plus proche du gel c'est a ce niveau que les forces de capillarite pour le 
liquide introduit entre le masque et le gel seront maximum et au fur et a mesure de I'aspiration du liquide 
celui-ci va se rassembler dans cette zone d'ecartement gel-masque minimum. Lors de cette operation, les 
contours successifs des zones du gel encore recouvertes de liquide seront en ordre inverse les memes que 

55 ceux obtenus lors de I'introduction et correspondent aux courbes de niveau d'equidistance entre le masque 
et le gel. Dans la mesure ou I'aspiration du liquide est suffisamment iente (50ul a 1000ul/s) pour ne pas 
rompre la cohesion du liquide (et cela surtout en fin d'aspiration) celui-ci sera aspire de fagon continue et 
pratiquement totaie. 
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Pour que I'elimination du reactif prealabiement introduit soit la plus complete possible il importe : 

1) que le diametre de I'orifice (1) affleurant a la surface du masque soit de petite dimension (diametre de 
I'ordre du millimetre) ; 

2) qu'il soit a faible distance de la surface du gel de 0,1 a 1mm et de preference de 0,2 a 0,6mm ; 

5 3) dans le but de maintenir la cohesion de la derniere goutte qui va etre aspiree et il est preferable que 
la surface du masque qui entoure la peripherie de I'orifice (1) presente un meplat parallele a la surface 
du gel sur une zone de 10 a 200mm 2 de preference de 25 a 100mm 2 . 
Dans ce mode de realisation on peut envisager de placer le masque en dessous de la surface du gel. 
Le gel etant maintenu par un moyen approprie (par exemple par aspiration sous vide au moyen d'une 
10 plaque poreuse) en position horizontale face libre du gel dirigee vers le bas le masque se trouve alors en 
dessous et le fonctionnement de ('ensemble est analogue a celui precedemment decrit. 

II apparalt neanmoins dans ces conditions que I'elimination de la derniere goutte de liquide prealabie- 
ment introduit est facilitee puisqu'elle a en plus tendance par gravite a se rassembler au niveau de I'orifice 
(1) d'aspi ration. 

75 Dans le cas ou un seul reactif est introduit selon ce procede sur un meme gel il convient de calibrer le 

volume de reactif delivre par la pompe pour recouvrir la zone Si du gel devant etre incubee. 

Si la surface Si est egale a la surface du gel au dela du volume compris entre la surface du gel et la 

surface du masque en regard, un exces de reactif sera encore maintenu. Un exces de iiquide supplementai- 

re peut neanmoins echapper aux forces de capillarite sans toutefois entraTner le reste de la solution compris 
20 entre les deux surfaces gel et masque. II suffit dans ces conditions d'avoir un systeme de recuperation par 

exemple une gouttiere a la peripherie du masque avec un systeme d'evacuation de cet exces de reactif, 

pour que cela ne nuise en rien au processus de revelation. 

Dans le cas ou plusieurs reactifs differents sont introduits selon ce procede sur un meme gel il est 

imperatif de ne pas avoir de melange de reactifs. 
25 Chacune des zones Smi , Sm 2 ..Smj du masque correspondant aux differentes zones d'incubation Sh , 

Si2-.Sij du gel se presente alors sous la forme de pyramide a base rectangulaire ou carre ou encore de 

surface de revolution conique centree ou excentree a base circulaire ellipsoYdale ou rectangulaire etc... 

possedant chacune un orifice (1) a son sommet et separee les unes des autres par des rigoles et tous les 

orifices etant situes de preference a la meme distance du gel. 
30 Des pompes independantes injectent simultanement (ou successivement) par chacun des orifices les 

volumes calibres des differents reactifs de fagon a ce que les surfaces de gel Sii , Sb -Sij soient 

recouvertes. 

Un exces de reactif peut etre tolere dans la mesure ou les differentes surfaces Smi , Sm2-Smj sont 
legerement plus grandes que les surfaces Sh, Si 2 ..Sij a incuber et que les ecartements gel masque au 
35 niveau de la peripherie des zones Sh , S12 et S\ { soient inferieurs a 2mm (cela pour des liquides introduits 
dont les forces de cohesion sont analogues a celles de I'eau) pour permettre le maintien par capillarite d'un 
eventuel exces de reactif au dela de cette peripherie. 

L'elimination des reactifs apres la phase d'incubation se fait de la meme maniere que precedemment 
decrit. 

40 L'invention a egalement pour objet un ensemble comprenant un masque et un gel, permettant de 
realiser une incubation sur un gel prealabiement soumis a une electrophorese ou permettant de faire des 
reactions croisees (cross-dot). 

L'invention a egalement pour objet un ensemble comportant des moyens permettant que les parties Sm 
du masque soient suffisamment proches du gel pour que le liquide destine a etre etale sur les surfaces 

45 d'incubation Si soit maintenu par capillarite sur les surfaces d'incubation Si du gel en projection des parties 
Sm du masque et pour que les parties Sm du masque soient paralleles au gel ou soient inclinees par 
rapport au gel, de preference selon un angle d'environ 0,5 a environ 3° , avantageusement d'environ 1,5°, 
la distance minimum entre le masque et le gel etant avantageusement au voisinage de la fente et la 
distance maximum entre le masque et le gel etant avantageusement au voisinage de I'orifice de depot. 

50 L'invention concerne egalement un procede de depot, d'etalement et d'incubation d'un ou plusieurs 
liquide(s) sur un gel (de surface Sg) selon une ou plusieurs zone(s) determinee(s) du gel, ci-apres designe- 
ts) par "surface d'incubation Si", caracterise en ce que 

- on positionne un masque, selon l'invention, par rapport au gel, de fagon a ce que la partie Sm du 
masque soit suffisamment proche de la surface d'incubation Si, pour que le liquide destine a etre 

55 etale sur la surface Si soit maintenu par capillarite sur ladite surface Si, et en ce que : 

- on introduit le liquide dans I'orifice de depot defini ci-dessus, 

- on maintient le masque par rapport au gel dans la position telle qu'indiquee ci-dessus, ou, si le 
masque et le gel sont paralleles entre eux, on incline le masque par rapport au gel pour que le liquide 
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se repartisse par capillarite sur la surface Si, ou on incline I'ensemble gel et masque par rapport a 
I'hohzontale de fagon a ce que le liquide se repartisse sur la surface d'incubation Si par gravite, 
pendant un temps suffisant pour que la reaction entre le liquide et les composants, notamment 
proteines, deposes sur le gel, notamment par electrophorese, puisse avoir lieu, 
5 - a Tissue de I'incubation, on retire I'exces de liquide etale sur la surface d'incubation determinee du 
gel par des moyens disposes a travers la fente definie precedemment, notamment a I'aide de papier 
filtre, 

- on retire le masque du gel. 

L'invention a egalement pour objet un procede dans lequel le masque est maintenu parallele par 
io rapport au gel, et I'ensemble est incline selon un angle suffisant par rapport a I'horizontale, pour que le 
liquide s'etale par gravite sur la surface d'incubation Si, et avantageusement selon un angle allant d'environ 
5* a environ 90* , avantageusement d'environ 30° . 

L'invention conceme egalement un procede dans lequel le masque est maintenu selon un angle 
suffisant par rapport au gel pour que le liquide s'etale par capillarite* sur la surface d'incubation Si, et 
15 notamment selon un angle d'environ 0,5 a environ 3* , avantageusement d'environ 1,5' . 

L'invention a pour objet un appareil d'electrophorese caracterise en ce qu'il comporte un masque tel 
que decrit precedemment, destine a I'etalement et a I'incubation d'un ou de plusieurs reactifs. 

L'invention peut etre illustree a la lumiere de la description qui suit. 

Ce nouveau type de masque de l'invention (masque flottant ou masque suspendu) peut etre constitue 
20 d'une piece plastique, plane et rigide, de preference transparente (Plexiglas par exemple) ayant par 
exemple une epaisseur d'environ 2 a environ 10 mm et dans laquelle la surface inferieure comporte au 
moins une partie Sm dont la surface correspond au moins a celle de la surface du gel a recouvrir par le 
reactif, encore appelee "surface d'incubation Si". Cette piece plastique est percee de part en part et 
perpendiculairement a sa surface d'un orifice de depot, de preference de forme allongee situe a I'interieur 
25 ou a I'exterieur de la zone d'incubation. Cet orifice de depot permet ('introduction des reactifs au moyen 
d'une pipette. 

La partie Sm de la surface inferieure de la piece plastique correspondant a la surface d'incubation est 
caracterisee par le fait qu'elle ne presente pas d'irregularites de surface (polissage). Elle est disposee par 
des moyens de maintien appropries a proximite de la surface du gel, soit parallelement a celle-ct, soit avec 
30 une legere inclinaison, mais sans qu'il y ait contact entre la surface d'incubation Si et la partie Sm du 
masque. 

Etant donne la faible distance entre la surface du gel et la surface plastique (de 0,1 a 2 mm), le liquide 
introduit au moyen d'une pipette par I'orifice de depot se repartit par capillarite entre les deux surfaces 
planes (partie Sm et surface du gel) et vient recouvrir la zone du gel se trouvant en projection au-dessous 

35 de la partie Sm de la piece plastique. 

Le volume introduit doit etre au moins egal au volume Vo de I'espace degage entre les deux surfaces 
pour que la surface d'incubation Si soit recouverte. 

Un exces de liquide (reactif) par rapport a ce volume Vo pouvant aller jusqu'a 1,2 ou 1,3 fois; le volume 
Vo etant prefere. En effet, il permet d'assurer le recouvrement du gel selon la surface d'incubation Si, 

40 meme si une legere evaporation du reactif se produit lors de la phase d'incubation. 

En effet, cet exces de reactif va etre principalement maintenu par capillarite au niveau de I'orifice de 
depot, dans la mesure ou celut-ci se presente sous une forme allongee de faible largeur (1 a 2 mm) (pour 
que les phenomenes de capillarite s'y developpent) et de longueur suffisante (superieure ou egale a 4 mm) 
pour assurer un volume suffisant de liquide maintenu par capillarite (voir exemples ci-apres). 

45 Si Ton ajoute, par I'orifice de depot, une quantite de reactif legerement superieure (x 1,1) a la somme 
du volume Vo et du volume de liquide susceptible d'etre maintenue par capillarite au niveau de I'orifice de 
depot, cet exces se repartit de fagon homogene a la peripherie de la surface d'incubation de la piece 
plastique, entraTnant une legere augmentation de la surface du gel soumise a I'incubation, mais cela de 
fagon reguliere, cet exces etant toujours maintenu au niveau de la piece plastique par capillarite. 

50 Dans le cas de I'utilisation d'un seul reactif, le seul inconvenient est une consommation inutile de 
reactif. 

Dans le cas d'incubation de zones adjacentes avec des reactifs differents, il suffira que I'espacement 
entre les surfaces d'incubation contigues soit suffisant pour toler r cette augmentation de surface traitSe, 
sans qu'il y ait risque que les surfaces traitees par deux reactifs differents se rejoignent. 
55 ^ De toute fagon, I'ecartement entre les zones doit etre superieur ou egal a 2 ou 3 mm, pour que les 
phenomenes de diffusion des reactifs dans le gel se produisant pendant la phase d'incubation (5' a 30') 
n'aboutissent pas a des interactions entre les differents reactifs qui ont diffuse dans le gel. Pour des temps 
d'incubation plus longs, par exemple 1 h, un espacement superieur ou egal a 4 ou 5 mm sera necessaire, 
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mais cela est egalement vrai pour les autres types de procede precedemment utilises. 

La forme allongee de I'orifice de depot, outre le role de reserve de reactif mentionnee plus haut, 
presente I'avantage de permettre une introduction facile du reactif sur le gel, par exemple en faisant couler 
le liquide sur ia paroi verticale de I'orifice, a une extremite de celui-ci. 
5 Dans le cas d'un orifice circulaire de meme diametre que la largeur de I'orifice precedent, il faut assurer 

une etancheite par friction entre I'embout de section circulaire de ia pipette et I'orifice, et injecter avec un 
legere pression le reactif a la surface du gel, cette pression ayant une valeur telle qu'elle soit egale ou 
superieure a celle necessaire a vaincre les forces de capillarite qui se developpent au niveau de I'orifice 
circulaire de faible section. Dans ce cas, il est avantageux que la surface Sm soit superieure a Si et que le 
io volume de quantite injectee soit inferieur au volume compris entre ia surface Sm et le gel. 

La largeur de I'orifice de depot est telle que Textremite de I'embout tronconique d'une pipette puisse y 
penetrer sans toutefois lui permettre de descendre au-dela du plan de la surface plastique situe en regard 
du gel. L'extremite de la pipette ne peut done en aucun cas venir endommager la surface du gel lors de 
I'introduction des r^actifs. 

75 Un autre avantage du dispositif du masque suspendu est que les phenomenes d'evaporation pouvant 
survenir lors de I'incubation sont extremement reduits, puisqu'ils ne peuvent se produire qu'a ta peripherie 
de la surface d'incubation et au niveau de I'orifice de depot. 

Apres la phase d'incubation, il convient d'eliminer le reactif en exces. 

Dans le cas ou plusieurs reactifs sont utilises sur des zones contigues, on peut proceder comme suit. 
20 Les differentes surfaces d'incubation sont generalement des rectangles dont les grands cotes sont 
paralleles et les petits cotes sont colineaires. 

En pratiquant le long de ces petits cotes une fente allant de part et d'autre de la piece plastique, on 
peut introduire par celle-ci une feuille de papier filtre venant s'appliquer sur le gel et affleurer le liquide 
maintenu entre le masque plastique et le gel. Par capillarite, le liquide monte dans le papier filtre et est 
25 evacue de la ou des surfaces d'incubation. 

Cependant, pour faciliter cette evacuation du liquide par pompage au moyen de papier filtre, on a 
interet a ce que le masque suspendu ne soit pas parfaitement parallele au gel, mais fasse un diedre avec 
un tres petit angle 1 a 2° , diedre dont I'arete est du cote ou Ton veut pomper le liquide par le papier filtre. 
En effet, dans ces conditions, les forces de capillarite sont plus importantes du cote ou la distance gel- 
30 masque est la plus faible et le liquide interpose entre ces deux surfaces a tendance a s'y rassembler et 
done a faciliter son elimination par le papier filtre, lorsque celui-ci est introduit dans la fente destinee a cet 
effet. 



DESCRIPTION DES FIGURES 

35 

- La Figure 1 represente une vue en coupe et une vue de dessus d'un masque de Tinvention destine 
au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un seul liquide sur une surface d'incubation Si. (1) 
represente I'orifice de depot et (2) represente la fente destinee a pomper I'exces de reactif. 

Sm represente la surface utile du masque delimitee, sur un cote par la fente (2), et sur chacun 
to des trois autres cotes par un denivele. 

- La Figure 2 represente : 

une vue en coupe C-C selon la direction d'une rainure, 
une vue en coupe D-D passant par un orifice de depot, et 
* une vue de dessus 

45 d'un masque destine a recevoir plusieurs liquides devant recouvrir differentes surfaces d'incuba- 

tion, en Poccurrence six. 

(1) correspond aux differents evidements, (2) correspond a la fente et (3) correspond aux rainures 
destinees a delimiter les differentes surfaces d'incubation Sh a Si & . Les surfaces utiles Smi a Sm 6 
correspondant aux surfaces d'incubation Sii a Sis sont indiquees. 
so - Les Figures 3a et 3b representent un ensemble gel-masque destine au depot d'un seul reactif sur la 
totalite du gel. 

Dans ces deux figures, (1) represente I'orifice de depot. Le perimetre du masque est en pointings 
et le perimetre du gel est en traits pleins. 

La fente, non representee, destinee a pomper le liquide soit est adjacente au bord de Si oppose* 
55 au voisinage de I'orifice de depot (pour Figure 3a), soit est situee a Pinterieur de Si (pour Figure 3b). 

La partie hachuree correspond a la surface d'incubation Si, qui, dans ces deux cas, est egale a la 
surface Sg du gel. 

. La Figure 3a represente le cas ou la surface utile du masque Sm est superieure a la surface Sg du 
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gel. 

La Figure 3b represente le cas ou la surface utile Sm du masque est egale a la surface Sg du gel. 

- Les Figures 4a, 4b et 4c represented un ensemble gel-masque pour le depot d'un seul reactif sur 
une partie de la surface Sg du gel. Dans ces cas, la surface d'incubation Si est inferieure a la surface 

5 Sg du gel. 

Le perimetre du masque est en pointilles et le perimetre du gel est en traits pleins. 
La partie hachuree correspond a la surface d'incubation Si. 
Dans ces trois Figures, (1) represente I'orifice de depot. 

Dans ces trois Figures, la fente destinee a pomper I'exces de liquide est situee au voisinage de 
io I'axe xx*. 

Plus precisement, ia Figure 4a correspond au cas ou la surface utile Sm du masque est superieure 
a Si et ia surface utile Sm du masque est superieure a Sg, I'orifice de depot (1) etant a I'interieur 
ou a I'exterieur de Si. 

xx' correspond a la limite inferieure de la surface Si. 
75 yy* correspond a la limite superieure de Si. 

zz' correspond a ia limite superieure du gel. 
La Figure 4b correspond au cas ou la surface utile Sm du masque est egale a la surface 
d'incubation Si, et la surface utile Sm du masque est inferieure a la surface du gel Sg, I'orifice (1) 
de depot etant a I'interieur de Si. 
20 xx' correspond a la limite inferieure de Si. 

La Figure 4c correspond au cas ou la surface utile Sm du masque est superieure a la surface 
d'incubation Si, et la surface utile Sm du masque est inferieure a la surface Sg du gel. L'orifice de 
depot est a I'interieur ou a Pexterieur de la surface d'incubation Si. 

xx' correspond a la limite inferieure de Si ou de Sm. 
25 yy' correspond a la limite superieure de Si. 

zz' correspond a la limite superieure de Sm. 

- Les Figures 5a et 5b represented le cas de plusieurs reactifs ou d'un meme reactif sur plusieurs 
surfaces d'incubation distinctes Sh a Si n d'un meme gel. 

Les orifices de depot sont designes par (1). Les surfaces d'incubation Sii a Si n sont hachurees. 
30 La surface du gel est delimitee par les traits pleins et les surfaces utiles Snrh a Sm n du masque sont 

delimitees par les traits pointilles. 
Dans la Figure 5a, 

xx' represente I'alignement des bords inferieurs des surfaces d'incubation Sii a Si n . 
Dans la Figure 5b, 

35 xx* represente I'alignement des bords inferieures des surfaces d'incubation Sii a Si n ; 

yy f represente I'alignement des bords superieurs des surfaces d'incubation Sm a Si n ; 

zz' represente I'alignement des bords superieurs des surfaces Smi a Sm n . 

Dans les Figures 5a et 5b, la fente, non representee, est au voisinage de I'axe xx'. 

- Les Figures 6a, 6b, 6c, 6d, 6e, 6f, 6g 6h et 6i represented des schemas en coupe de differentes 
40 configurations possibles des masques de I'invention. 

La Figure 6a correspond au cas ou la surface Sm est plane et parallele au gel, le gel et la surface 
Sm etant en position horizontale. 

On a represente par (1) I'orifice d'introduction du reactif, par (e) la distance separant la surface 
Sm du gel et par des hachures la surface Si devant etre soumise a incubation. Dans ce cas, le 
45 volume de reactif a introduire doit etre superieur ou egal aSmxe. 

On note que la surface Sm est limitee, d'une part, par la fente (2) destinee a pomper I'exces de 
liquide, et, d'autre part, par une partie en denivele concave. 

La Figure 6b represente le cas ou la surface Sm est parallele au gel, comme indique dans la 
Figure 6a, a la seule difference que I'ensemble gel et masque est incline du cote de la fente (2) 
50 destinee a pomper I'exces de liquide, Tangle forme entre I'ensemble masque et gel par rapport a 

I'horizontal etant d'environ 15* . Dans ce cas, le volume du reactif introduit doit etre superieur ou egal 
a Si x e. 

La Figure 6c represente le cas ou la surface Sm fait un petit angle d'environ 1 a environ 2 ° avec 
le gel, qui lui-meme est en position horizontale. On a represente* par (e1) la distance minimale entre 
55 Sm et ia surface Si, et par (e2) la distance maximale entre Sm et Si. Dans ce cas, le volume du 

reactif introduit est superieur ou egal a 
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Si x (el + e2) . 



La Figure 6d correspond au cas oCi le masque est constitue par une surface superieure plane et 
une surface inferieure plane, qui torment un angle entre elles (diedre). On a represents par (e1) la 
distance minimale entre Sm et Si et par (e2) la distance maximale entre Sm et Si. 
10 Dans ce cas, le volume du reactif introduit est superieur ou egal a 

Si x (el + e2) . 



La Figure 6e correspond au cas ou le masque est constitue par deux surfaces planes formant 
entre elles un angle (diedre). Dans ce cas, la surface Sm du masque est egale a (S'm + S"m). La 
20 surface S'm est la surface qui est parallele au gel, qui lui-meme est en position horizontale, et la 

surface S"m fait un angle a avec la surface S*m. La distance minimale entre la surface S"m et la 
surface Si est el et la distance entre la surface S'm et la surface Si est e2. Dans ce cas, le volume 
du reactif introduit est superieur ou egal a S'm x e2 avec en plus la condition que : 



S'm x e2 > (Si - S ,, mcosa)e2 + S"mcosa(el + e2) 



30 

Sur ia Figure 6e, on a represents le cas ou la surface d'incubation va jusqu'a la fente (2), mais on 
pourrait egalement envisager que la surface d'incubation s'arrete a Intersection (3) des surfaces S'm 
et S"m. Cette configuration est representee sur ia Figure 6f. 

En effet, dans ces conditions, la quantite de reactif par unite de surface etale sur la zone 
35 d'incubation est constante, ce qui n'est pas le cas de I'exemple 6e. 

Or, cette Constance de la quantite de reactif par unite de surface du gel soumis a Tincubation 
peut etre necessaire principalement lorsque Tincubation est prolongee (parce que la cinetique de la 
reaction d'incubation est lente) et que le reactif n'est pas en fort exces par rapport aux besoins de la 
reaction. 

40 Dans ces conditions, pour obtenir le meme resultat quelle que soit la position de la zone 

d'incubation, on a interet a avoir au niveau de ia zone d'incubation une equidistance entre le gel et le 
masque. La zone correspondant au retrecissement de I'espace gel-masque est soumise a incubation, 
bien que cela ne soit pas necessaire, puisqu'elle est, dans ce cas, exterieure a la zone d'incubation et 
entraTne une legere surconsommation de reactif. 

45 La Figure 6g correspond au cas d'un masque avec une surface plane S'm parallele au gel en 

position horizontale prolongee par une surface S"m cylindrique de rayon R, tangente a la surface 
S'm. Le rayon R est du meme ordre de grandeur ou superieur a la longueur Li de Si. (1) represente 
I'orifice de depot et (2) la fente. 

Les Figures 6h et 6i correspondent au cas d'un masque dans lequel la surface superieure et la 

so surface inferieure comportent toutes les deux une surface cylindrique. 

Lorsque la surface superieure est concave, on se reporte a la Figure 6h et lorsqu'elle est 
convexe, on se reporte a la Figure 6i. 

Dans les deux cas, le diametre des surfaces cylindriques inferieures est superieur au carre de la 
longueur Li de Si. 

55 - Les figures 7a, 7b et 7c illustrent un ensemble gel-masque dans lequel le masque est realise de telle 
fagon que I'orifice de depot du ou des reactifs, constitue egalement I'orifice (appele fente lorsqu'il des 
reactifs apres I'incubation. Le gel est coule sur un support plastique. 

Dans le cas des figures 7a, 7b et 7c, la face inferieure du masque est inclinee par rapport a la 
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surface du gel, elle-meme parallele a la surface superieure du masque. 

Dans le cas des figures 7b et 7c, le gel est place au dessus du masque. Dans ce cas, le gel est 
maintenu a proximite du masque sans etre en contact avec ce dernier, par exemple au moyen d'un 
dispositif par aspiration sous vide (5) par exemple une plaque perforee reliee a une prise de vide. Le 

5 gel a done sa face vers le bas. Notons que quel que soit le mode de realisation, s'agissant de la 

position relative du masque par rapport au gel, la face du gel correspond a la surface de ce gel sur 
laquelle se produit rincubation et les surfaces dites inferieure et superieure du masque, correspon- 
dent dans tous les cas, a la surface la plus proche du gel (pour la surface inferieure du masque) et a 
la surface la plus eloignee du gel (pour la surface superieure du masque). 

10 Dans ce mode de realisation, les reactifs sont amenes vers la surface de depot et d'incubation, 

au moyen d'une pompe approvisionnee en reactifs par des canaux ou des tuyaux (4) (multicanaux 
pour differents reactifs). 

La figure 7c illustre un dispositif gel-masque permettant le depot, I'etalement et rincubation de 
reactifs au niveau de plusieurs surfaces separees du gel. 

75 

EXEMPLES 

Exemple I : Ma sque destine au depot, a I'etalement et a ('incubation d'un seul reactif sur la totalite de la 
surface du gel : 

20 

Dans ces conditions, la surface du gel peut etre soit inferieure a la surface Sm du masque (Figure 3a), 
soit egale a la surface Sm du masque (Figure 3b). 

Lorsque le gel est en position horizontale et parallele a la surface inferieure du masque, la distance 
entre le gel et le masque est e. Par consequent le volume de reactif a introduire est au moins egal a Si x e 
25 = Sg x e. 

Dans le cas d'un exces de reactif qui peut etre necessaire pour compenser les pertes dues a 
I'evaporation lors de rincubation, celui-ci se repartit d'une part au niveau de I'orifice de depot, dans la 
mesure ou celui-ci a des dimensions telles que peuvent se developper des forces de capillarite, et, d'autre 
part, regulierement a la peripherie de Si. 

30 

Exemple II : Masq ue pour le depot, I'etalement et rincubation d'un reactif unique sur une partie du gel : 
On peut envisager la configuration suivante. 

La surface Sm du masque est superieure a la surface d'incubation Si et la surface du masque Sm est 
35 superieure ou egale a la surface Sg du gel, I'orifice de depot etant a I'interieur ou a I'exterieur de la surface 
d'incubation Si (Figure 4a). 

Si le gel et le masque sont paralleles entre eux et separes par une distance e, le volume de reactif 
introduit est Si x e. 

Pour assurer la presence du reactif sur la zone d'incubation Si, I'ensemble gel et masque peut etre 
40 incline par rotation autour d'un axe parallele a xx*, de telle sorte que le reactif descende par gravite du cote 
de la zone du gel a recouvrir, e'est-a-dire entre xx* et yy\ 

Afin d'assurer le recouvrement de la surface d'incubation Si par le reactif, une autre possibility est de 
maintenir le gel en position horizontale et d'incliner legerement le masque par rotation autour d'un axe 
parallele a xx', de telle sorte que la distance gel-masque ei au niveau de xx' soit plus faible que la distance 
45 gel-masque %z au niveau de yy'. Les forces de capillarite etant plus importantes au voisinage de xx\ le 
reactif se repartit par capillarite entre xx' et yy'. 

Dans ce cas, le masque fait aiors avec le plan du gel un angle a. Si Li est la distance en mm entre xx' 
et yy', tga est inferieur ou egale a 

so 2. 

Li 

Dans ces conditions, le volume de reactif a introduire pour recouvrir Si est : 

55 
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Si(e! + 2 ) 



2 

5 

ei etant superieur ou egal a 0,1 mm car il ne faut pas creer de contact entre le gel et le masque, e 2 etant 
inferieur ou egal a 2 mm pour que les forces de capillarite soient suffisantes. 

Un exces de reactif permettant de compenser les effets de ('evaporation pouvant se produire lors de 
70 I'iricubation, se repartit a partir de yy', entre yy' et zz\ 

Exemple III : Masque pour le depot, I'etalement et I'incubation d'un reactif unique sur une partie du gel : 

La surface Sm du masque est egale a la surface d'lncubation Si, et la surface Sm du masque est 
rs inferieure a la surface Sg du gel, I'orifice de depot etant a I'interieur de la surface d'incubation (Figure 4b).^ 
Si le gel est en position horizontale et est parallele au masque, a la distance e, le volume de liquide a 
introduire est Si x e = Sm x e. 

Un leger exces de reactif se repartit d'une part au niveau de I'orifice de depot (s'il possede des 
dimensions appropriees pour que s'y developpent des forces de capillarite) et d'autre part regulierement a 
20 la peripherie de Si. Dans ce cas, il n'est pas necessaire d'avoir a incliner I'ensemble gel et masque, ni de 
creer un angle entre le plan du gel et celui du masque. 

Exemple IV : Masque pour le depot, I'etalement et I'incubation d'un reactif unique sur une partie du gel : 

25 La surface Sm du masque est superieure a la surface d'incubation Si, et la surface Sm du masque est 
inferieure a la surface Sg du gel, rorifice de depot etant a I'interieur ou a I'exterieur de la surface 
d'incubation (Figure 4c). 

a) Si le gel et le masque sont paralleles, separes par une distance e, le volume de reactif introduit est Si 
x e. 

30 Pour assurer la presence du reactif entre xx' et yy', I'ensemble gel et masque est incline par rotation 

autour d'un axe parallele a xx', de telle sorte que xx' soit en position plus basse que yy* et que le liquide 

descende par gravite jusqu'a xx* et se rassemble entre xx' et yy'. 

L'angle maximum autorise pour que le liquide reste maintenu par capillarite entre xx' et yy' est 

d'autant plus important que la distance e est plus faible. II peut theoriquement etre de 90°, pour une 
35 distance e de 0,2 mm, dans le cas ou la distance Li entre xx' et yy' n'excede pas 7,5 cm et si le reactif 

est de I'eau (loi de Jurin). 

b) Si le gel est en position horizontale, pour assurer la presence du reactif entre xx' et yy', le masque 
peut etre legerement incline. Ceci peut etre fait de telle sorte que I'ecartement gel-masque ei au niveau 
de xx* soit plus faible que I'ecartement e 2 au niveau de yy' (cf. exemple II). Le volume de reactif est 

40 alors : 

Sife, + e 2 ) 



45 2 



Exemple V : Cas de la repartition de plusieurs reactifs, ou eventuellement d'un meme reactif, mais sur 
so plusieurs surfaces distinctes d'incubation d'un meme gel : 

Ce dernier cas (meme reactif sur plusieurs surfaces distinctes) peut etre envisage pour limiter la 
consommation de reactif. 

Si le gel et le masque sont horizontaux et paralleles entre eux, separes d'une distance e, le volume de 
55 reactif a introduire sur chaque surface d'incubation (Sh a Si n ) est Sii x e, Si 2 x e, etc ... (Figure 5a). 
Cet exemple est analogue a I'exemple 111. 

Exemple VI : Cas de la repartition de plusieurs reactifs, ou eventuellement d'un meme reactif, mais sur 
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plusieurs surfaces distinctes d'incubation d'un meme gel : 

a) Si le gel et le masque sont paralleles entre eux, separes d'une distance e, on se retrouve dans des 
conditions analogues a celle de I'exemple IVa. 
5 b) Si le gel est en position horizontale et si ie masque est legerement incline, on se retrouve dans des 
conditions analogues a celle de I'exemple IVb. 

Revendtcations 

10 1. Masque rigide destine au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un ou plusieurs liquide(s) sur un gel 
(de surface totale Sg) selon une ou plusieurs zone(s) determinee(s) du gel, ci-apres designee(s) par 
"surface d'incubation Si", ce masque comportant : 

- une surface superieure et une surface inferieure, la distance separant la surface inferieure et la 
surface superieure constituant I'epaisseur du masque, 

75 - au moins un orifice destine a permettre le depot et I'etalement du liquide sur la surface 

d'incubation Si du gel, et constitue par un evidement traversant le masque sur la totalite de son 
epaisseur, et/ou 

- au moins une fente traversant le masque sur la totalite de son epaisseur et destinee a permettre 
le retrait de I'exces de liquide present sur la surface d'incubation Si du gel, cette fente etant 

20 situee dans la partie du masque dont la projection se trouve soit dans la surface d'incubation Si, 

soit en dehors de la surface d'incubation Si, 
la surface inferieure du masque etant destinee a etre deposee a proximite de la surface Sg du gel, 
dans des conditions telles que la surface inferieure du masque ne soit pas en contact avec la surface 
d'incubation Si, cette surface inferieure etant en outre telle qu'elle ne comporte, sur au moins une 

25 partie d'elle-meme designee par Sm, aucune irregularite a sa surface susceptible d'etre un obstacle a 

I'etalement du liquide sur la surface d'incubation Si, la surface Sm etant delimitee par rapport au reste 
de la surface inferieure, de telle sorte que le liquide ne puisse s'etaler que sur la surface Si du gel en 
projection de Sm, cette projection de Sm sur le gel etant superieure ou egale a la surface d'incubation 
Si du gel. 

30 

2. Masque selon la revendication 1, dans lequel la surface Sm est plane ou incurvee, notamment 
cylindrique, de diametre superieur ou egal au carre de la longueur de la surface d'incubation, ou est 
composee de facettes elementaires, planes ou incurvees, notamment cylindriques, raccordees entre 
elles, ces differentes facettes, ainsi que leurs raccords, etant tels qu'il n'y a pas obstacle a I'etalement 

35 du liquide sur la surface d'incubation Si. 

3. Masque selon la revendication 1, destine au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un ou plusieurs 
liquides, dans lequel la surface inferieure du masque comporte au moins deux deniveles ou deux 
rainures, les deniveles ou rainures etant espaces les uns des autres pour delimiter au moins une partie 

40 du masque Sm, laquelie ne comporte aucune irregularite a sa surface, susceptible d'etre un obstacle a 
I'etalement du liquide sur la surface d'incubation Si, et dont la projection sur un gel est egale ou 
superieure a une surface d'incubation Si du gel sur laquelie le liquide peut etre etale, les deniveles et 
les rainures ayant une hauteur suffisante pour que le liquide puisse etre maintenu par capiliarite sur la 
susdite surface d'incubation Si du gel. 

45 

4. Masque selon la revendication 1, destine au depot, a I'etalement et a I'incubation d'un seul liquide 
comportant un seul evidement traversant le masque, destine a permettre le depot, I'etalement et 
I'incubation d'un seul liquide sur un gel selon une surface d'incubation Si du gel. 

so 5. Masque selon la revendication 1, destine au depot, a I'etalement et a I'incubation 

- de plusieurs liquides sur un gel selon des surfaces d'incubation respectives Sh a Si n ou 

- d'un liquide sur un gel selon plusieurs surfaces d'incubation Sh a Si n , n variant de 2 a 50, 

ce masque etant tel que sa surfac inferieure comporte des deniveles ou des rainures, les deniveles ou 
rainures etant espaces les uns des autres pour delimiter plusieurs parties du masque Smi a Sm n , n 
55 variant de 1 a 50, ne comportant aucune irregularite a leur surface, susceptible d'etre un obstacle a 
I'etalement du liquide sur les surfaces Sii a Si n , et dont la projection sur le gel est superieure ou £gale 
aux surfaces d'incubation Sh a Si n du gel, sur lesquelles le liquide doit etre etale\ les deniveles et les 
rainures ayant une hauteur suffisante pour que le liquide puisse etre maintenu par capiliarite dans les 
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susdites surfaces d'incubation Sh a Si n du gel. 

6 Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel I'orifice de depot a un volume tel 
qu'il est susceptible de constituer un reservoir presentant une capacite de retention du liquide en exces 

5 pour assurer I'etalement du liquide sur la surface d'incubation Si. 

7 Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel I'orifice de depot a une forme 
allongee ou une forme circulaire, de preference allongee et presente avantageusement une largeur 
d'environ 1 mm a environ 2 mm, notamment 1.5 mm, et une longueur d'environ 4 mm a environ 80 

io mm, notamment 5 mm. 

8 Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel I'evidement est susceptible de 
contenir par capillarite un volume de liquide au moins egal a V/10, V etant le volume existant entre la 
distance de la surface d'incubation Si et le masque, lorsque le masque et le gel sont positionnes 

75 respectivement run par rapport a I'autre dans des conditions telles que le liquide depose dans 
I'evidement s'etale sur le gel. 

9. Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, dans lequel I'orifice de depot est situe au 
voisinage du milieu de la partie Sm du masque et a la forme d'une fente allongee, dont les dimensions 
20 sont telles qu'elle ne peut pas empecher le liquide de se deposer sur la surface d'incubation Si, et dont 

la longueur est avantageusement la longueur de la surface d'incubation Si, la largeur avantageusement 
d'environ 1 mm a environ 2 mm, cet orifice de depot etant egalement susceptible d'assurer la fonction 
de la fente destinee a permettre le retrait de I'exces de liquide qui est etale sur la surface Si. 

25 10. Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, dans lequel la fente destinee a permettre le 
retrait du liquide en exces est sensiblement parallele a la largeur de la surface d'incubation et est 
positionnee de fagon adjacente au bord de la surface d'incubation qui est oppose au voisinage de 
I'orifice de depot, et a avantageusement une largeur d'environ 1 mm a environ 4 mm, notamment 2 
mm, et une longueur superieure ou egalea la largeur de la surface Si, et la surface peripherique 

30 interne de la fente est perpendiculaire a la surface du masque et de preference inclinee par rapport a 

la direction perpendiculaire de la surface du masque pour permettre la mise en contact directe des 
moyens permettant le retrait du liquide en exces avec ledit liquide en exces. 

11. Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, dans lequel I'epaisseur du masque est 
35 d'environ 1 mm a environ 20 mm, notamment d'environ 2 mm a environ 10 mm, et les deniveles ont 

une hauteur au moins egale a 0,2 mm, avantageusement d'environ 0,5 mm a environ 20 mm, ou les 
rainures ont une largeur suffisante pour que, pendant I'incubation, chaque liquide maintenu par 
capillarite entre le masque et une surface d'incubation Si ne se melange pas avec les tiquides 
maintenus dans les surfaces d'incubation qui sont directement adjacentes a Si, la largeur des rainures 
40 etant d'environ 1 mm a environ 10 mm. 

12. Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 11, comportant plusieurs parties Sm de 
masque, avantageusement d'environ 6 a environ 50, chacune des parties Sm comportant un orifice de 
depot, de preference situe dans la partie de Sm dont la projection sur le gel correspond a la partie 

45 anodique du gel, 

ce masque comportant une fente unique destinee a permettre le retrait de I'exces de liquide qui est 
etale sur les surfaces Si du gel, cette fente s'etendant de preference perpendiculairement par rapport a 
la plus grande des dimensions des parties Sm du masque, et etant de preference situee dans le 
masque a une position telle que sa projection soit dans la region cathodique du gel. 

50 

13. Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 11, comportant une seule partie Sm, dont les 
dimensions sont superieures ou egales a celles de Si, 

et comportant au voisinage de I'une de ses extremites un evidement ayant une forme allongee, et dont 
la longueur correspond de preference a la largeur de la surface d'incubation Si et comportant 
55 egalement au voisinage de I'autre extremite, une fente destinee au retrait de I'exces de liquide, cette 
f en te ayant avantageusement, comme longueur, au moins la largeur de Si. 

14. Masque selon I'une quelconque des revendications 1 a 13, comportant des moyens de positionnement 
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du masque par rapport au gel tels que la distance minimum entre le gel et la partie Sm du masque soit 
superieure ou egale a 0,1 mm, et la valeur de la distance maximum soit d'environ 0,5 mm a environ 2 
mm, notamment 1 mm. 

5 15. Masque selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 11, 13 ou 14, caracterise en ce que I'orifice 
de depot est egalement destine a permettre le retrait du liquide en exces present sur la surface 
d'incubation Si du gel. 

16. Masque selon Tune quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce qu'il est place soit au 
70 dessus du gel soit au dessous du gel, la surface de depot, d'etalement et d'incubation du gel etant 

dans chaque cas a proximite de la face inferieure du masque. 

17. Ensemble comprenant un masque selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, et un gel 
permettant de realiser une incubation sur un gel prealablement soumis a une electrophorese ou 

75 permettant de faire des reactions croisees (cross-dot). 

18. Ensemble selon la revendication 17, comportant des moyens permettant que les parties Sm du 
masque soient suffisamment proches du gel pour que le liquide destine a §tre etale sur les surfaces 
d'incubation Si soit maintenu par capillarite sur les surfaces d'incubation Si du gel en projection des 

20 parties Sm du masque et pour que les parties Sm du masque soient paralleles au gel ou soient 

inclinees par rapport au gel, de preference selon un angle d'environ 0,5 a environ 3°, avantageuse- 
ment d'environ 1,5* , la distance minimum entre le masque et le gel etant avantageusement au 
voisinage de la fente et la distance maximum entre le masque et le gel etant avantageusement au 
voisinage de rorifice de depot. 

25 

19. Procede de depot, d'etalement et d'incubation d'un ou plusieurs liquide(s) sur un gel (de surface Sg) 
selon une ou plusieurs zone(s) determinee(s) du gel, ci-apres designe(s) par "surface d'incubation Si", 
caracterise en ce que 

- on positionne un masque, selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, par rapport au gel, 
30 de fagon a ce que la partie Sm du masque soit suffisamment proche de la surface d'incubation 

Si, pour que le liquide destine a §tre etale sur la surface Si soit maintenu par capillarite sur ladite 
surface Si, et en ce que : 

- on introduit le liquide dans I'orifice de depot defini ci-dessus, 

- on maintient le masque par rapport au gel dans la position telle qu'indiquee ci-dessus, ou, si le 
35 masque et le gel sont paralleles entre eux, on incline le masque par rapport au gel pour que le 

liquide se repartisse par capillarite sur la surface Si, ou on incline I'ensemble gel et masque par 
rapport a I'horizontale de fagon a ce que le liquide se repartisse sur la surface d'incubation Si par 
gravite, pendant un temps suffisant pour que la reaction entre le liquide et les composants, 
notamment proteines, deposes sur le gel, notamment par electrophorese, puisse avoir lieu, 
40 - a Tissue de I'incubation, on retire I'exces de liquide etale sur la surface d'incubation determinee 

du gel par des moyens disposes a travers la fente definie precedemment, notamment a I'aide de 
papier filtre, 

- on retire le masque du gel. 

45 20. Procede selon la revendication 19, dans lequel le masque est maintenu parallele par rapport au gel, et 
I'ensemble est incline selon un angle suffisant par rapport a I'horizontale, pour que le liquide s'etale par 
gravite sur la surface d'incubation Si, et avantageusement selon un angle allant d'environ 5° a environ 
90 • , avantageusement d'environ 30 ° . 

so 21. Procede selon la revendication 19, dans lequel le masque est maintenu selon un angle suffisant par 
rapport au gel pour que le liquide s'etale par capillarite sur la surface d'incubation Si, et notamment 
selon un angle d'environ 0,5 a environ 3° , avantageusement d'environ 1,5° . 

22. Appareil d'electrophorese caracterise en ce qu'il comporte un masque selon Tune quelconque des 
55 revendications 1 a 16, ou un ensemble selon Tune des revendications 17 ou 18, destine a I'etalement 

et a I'incubation d'un ou de plusieurs reactifs. 
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